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Resumo – O objetivo deste trabalho foi elucidar a atividade e a expressão isoenzimática das esterases, das
peroxidases e das aspartato aminotransferases em função da infecção de plantas de trigo pelo  Soil-borne wheat
mosaic virus (SBWMV). Foram analisadas, aos 45 dias após a emergência, quatro cultivares e uma linhagem de
trigo, com diferentes níveis de resistência ao SBWMV: BRS Guabiju, BRS 194, BRS 179, BR 23 e PF 980524.
De modo geral, ocorreram diferenças qualitativas e quantitativas intra e interpopulacional, quando comparadas
plantas assintomáticas e sintomáticas ao SBWMV. Para o sistema esterase, nove padrões de bandas foram
determinados e para peroxidase e aspartato aminotransferase foram detectados três padrões de bandas, para
ambas as condições. Padrões eletroforéticos foram observados para plantas infectadas, quando comparadas
com as não infectadas, destacando-se a atividade da esterase, o que permitiu identificar com maior precisão o
estado metabólico e diferenciado das células.
Termos para indexação: Triticum aestivum, variabilidade genética, esterase, peroxidase, aspartato
aminotransferase.
Isoenzymatic activity in wheat plants infected by virus SBWMV
Abstract – The aim of this work was to elucidate the effect of the Soil-borne wheat mosaic virus (SBWMV) on
the activity and on the  isoenzymatic expression of esterases, peroxidases, and aspartate aminotranferases in
wheat plants. Biochemical analyses were carried out for four cultivars and one line of wheat, 45 days after
emergence with different levels of resistance to SBWMV: BRS Guabiju, BRS 194, BRS 179, BR 23 and PF 980524.
In general, intra and interpopulation differences in quality and quantity were detected, when comparing plants
with and without symptoms of SBWMV. Nine band patterns were determined in both situations for esterase. To
peroxidase and aspartato aminotransferase, three band patterns were detected for both conditions. Eletrophoretic
patterns of SBWMV infected plants were observed, when compared with noninfected ones, notably for esterase,
which provides a more precise identification of cell metabolic condition.
Index terms: Triticum aestivum, genetic variability, esterase, peroxidase, aspartate aminotransferase.
Introdução
O mosaico do trigo (Soil-borne wheat mosaic
virus – SBWMV) é uma das mais preocupantes viro-
ses da cultura de trigo no Brasil. Ocorre, principalmen-
te, no planalto do Rio Grande do Sul e no Sul do Paraná
e acarreta danos consideráveis ao rendimento de grãos;
é o mais conhecido dos Furovirus e caracteriza-se por
ser transmitido pelo fungo do solo Polymyxa graminis L.,
um parasita obrigatório comum de raízes de gramíneas
(Chen et al., 1998).
Os sintomas mais característicos consistem na inibi-
ção do desenvolvimento da planta, brotamento excessi-
vo, que resulta em aparência enrosetada, e a mistura de
cores verde e amarela nas folhas, com aspecto de mo-
saico, característica que designa o nome da virose
(McKinney et al., 1923).
No melhoramento genético, o uso de marcadores
morfológicos nem sempre é eficiente, pois estes variam
conforme as condições ambientais e não permitem a
detecção de grande número de locos, uma vez que não
cobrem todo o genoma, bem como seu controle genéti-
co pode afetar ou ser afetado por genes que controlam
outros caracteres.
Técnicas bioquímicas e moleculares, baseadas na
análise de polimorfismo de enzimas e de fragmentos de
DNA, possibilitam a rápida detecção de marcadores
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genéticos no estudo de aspectos básicos de genética
vegetal, são também ferramenta de apoio aos progra-
mas de melhoramento, pois possibilitam, de forma mais
rápida e precisa, a avaliação e a identificação antecipa-
da de genótipos resistentes e suscetíveis, antes que a
doença ocorra sobre a cultura do trigo (Brammer, 2000).
A indução e a expressão de proteínas, atribuídas à
infecção de tecidos de plantas causada por vírus, têm
sido registradas para várias espécies (Burdon &
Marshall, 1983). De acordo com esses autores, estudos
isoenzimáticos, em casos de estresses bióticos ou
abióticos, estão relacionados ao entendimento das mu-
danças metabólicas e mecanismos de defesa desenca-
deados pelas plantas.
Uma técnica bioquímica amplamente utilizada é o sis-
tema de eletroforese com isoenzimas, que são definidas
como diferentes formas moleculares de uma mesma
enzima, que ocorrem num mesmo organismo, com afi-
nidade por um mesmo substrato. O resultado da pre-
sença de mais de um gene, codificado para cada uma
das enzimas, indica que são controladas geneticamente
por um ou vários genes, situados num mesmo loco ou
diferentes locos, respectivamente. A variação em cer-
tas isoenzimas pode ser importante na capacidade das
plantas de sobreviverem em ambientes diversos. As-
sim, estresses que afetam o metabolismo da planta como
nutrição, temperatura e infecções por patógenos influ-
enciam a intensidade da atividade enzimática e podem
refletir no surgimento de formas moleculares múltiplas,
por ativação de genes (Gottlieb, 1982).
A eletroforese de isoenzimas fornece um meio de
avaliação da variação genética. Existem, atualmente,
muitas técnicas que ampliam o poder de detecção no
nível de DNA, pois as isoenzimas exibem um potencial
enorme para a aplicação em genética de plantas (Ferreira
& Grattapaglia, 1998). Apesar de as técnicas de
isoenzimas detectarem apenas os eventos mutacionais,
que alteram a carga elétrica das proteínas em regiões
codificadoras, e de um número limitado de genes que se
expressam em enzimas dependentes de estádio de de-
senvolvimento da espécie, tais técnicas são considera-
das de custo baixo e de ótimos resultados. Outra vanta-
gem é que os polimorfismos enzimáticos estão mais pró-
ximos da expressão fenotípica final do que os
polimorfismos de DNA, por serem um produto interme-
diário da expressão do gene (Torggler et al., 1995).
A informação básica ao se visualizar os dados
enzimáticos é a de que diferenças na mobilidade de
isoenzimas, em um campo elétrico, são resultantes das
seqüências de DNA que codificam essas enzimas.
Em virtude das propriedades catalíticas das enzimas, as
isoenzimas, especialmente, podem refletir o estado me-
tabólico e diferenciado das células (Scandalios, 1979).
A expressão das isoenzimas é codominante, isto quer
dizer que, em um indivíduo diplóide, ambos os alelos de
um loco são expressos e visualizados (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).
O objetivo do presente trabalho foi estudar diferen-
ças na atividade eletroforética das isoenzimas esterase,
peroxidase e aspartato aminotransferases, de plantas de
trigo sintomáticas e assintomáticas ao vírus SBWMV.
Material e Métodos
Os genótipos de trigo foram cultivados na área expe-
rimental, e as análises bioquímicas foram realizadas no
Laboratório de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Tri-
go, em Passo Fundo, RS.
Foram utilizadas 4 cultivares e uma linhagem de tri-
go, com diferentes níveis de resistência ao SBWMV:
BRS Guabiju, moderadamente resistente; BRS 194, re-
sistente; BRS 179, moderadamente suscetível; BR 23,
suscetível; PF 980524, altamente suscetível (Reunião...,
2003).
O delineamento experimental foi o de blocos ao aca-
so, com duas repetições. Cada parcela foi constituída
de 5 linhas de 5 m de comprimento, com 0,2 m entre as
linhas. A densidade de semeadura foi de
330 sementes viáveis m-2 e a adubação de base
450 kg ha-1 da fórmula NPK 5–25–25. A adubação de
cobertura foi de 45 kg ha-1 de N, na forma de uréia,
aplicada trinta dias após o plantio. Os tratamentos
fitossanitários foram feitos de acordo com as recomen-
dações técnicas oficiais para a cultura do trigo.
Todos os genótipos apresentavam-se no mesmo es-
tádio de desenvolvimento e permaneceram na mesma
área experimental. Os fungos foram inoculados natu-
ralmente nas plântulas, utilizando-se solo infestado com
Polymyxa graminis, vetor do SBWMV; 45 dias após a
emergência das plantas, foram coletados, separadamen-
te, um ápice foliar com 3 cm de comprimento, para cada
uma das 6 plantas assintomáticas e 6 sintomáticas, que
se encontravam na fase final de perfilhamento, para to-
dos os genótipos em estudo. A coleta foi realizada no
mesmo dia para todos os genótipos, e logo foi feito o
corte da parte apical. Os cortes de cada genótipo
foram identificados e armazenados a -20ºC até o mo-
mento do uso.
O tecido foliar foi homogeneizado, manualmente,
com auxílio de um bastão de vidro com ponta
esmerilhada, com o tampão Fosfato 0,1 M pH 7, em
placas de acrílico mantidas sobre gelo. Sobre o
homogeneizado foi colocado, inicialmente, um disco
de papel filtro autoclavado, seguido da imersão dos
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papéis de aplicação das amostras (Whatman 3MM,
com dimensões de 4 mm x 1 mm).
Os géis foram preparados para a concentração de
7% de AA/BIS, em solução tampão fosfato 0,1 M pH 7
e, para a polimerização, foram adicionados 100 µL de
N,N,N’,N’, tetrametiletilenodiamina (TEMED), e
1.000 µL de persulfato de amônio a 10%. O sistema das
esterases (EST, EC 3.1.1) e peroxidases (PO, EC
1.11.1.7) foram baseados em Scandalios (1969), e o das
aspartato aminotransferases (AAT, EC 2.6.1.1) em
Brown & Weir (1983), tanto para o preparo dos géis
como para as revelações. A polimerização do gel foi
realizada em temperatura ambiente, por cerca de 20 min;
foram, então, transferidos para balcão refrigerado a 4ºC,
onde permaneceram até sua utilização.
Após a aplicação das amostras, os géis foram migra-
dos em cubas eletroforéticas horizontais, à temperatura
constante de 4ºC. A linha do ponto de aplicação das
amostras foi mantida a uma distância de 1 cm da ponte
catódica. A distância entre a ponte catódica e anódica
foi de 12 cm, e a intensidade do campo elétrico de
10 V cm-1. A migração das amostras foi interrompida,
quando a linha de frente, marcada com azul de
bromofenol, atingiu 9 cm.
A revelação dos géis ocorreu de acordo com cada
sistema isoenzimático empregado. Os sistemas das
esterases e peroxidases foram baseados em Scandalios
(1969), e o das aspartato aminotransferases em Brown
& Weir (1983).
As análises das isoenzimas foram baseadas na re-
presentação da migração absoluta (MA) em papel
milimetrado, e foram anotadas a intensidade de colora-
ção de cada banda e as distâncias migradas pelas mes-
mas, a partir do ponto de aplicação, em centímetros,
com precisão de 0,5 mm. A partir desse esquema, foi
calculada a migração relativa (MR) de cada banda, em
relação à linha de frente (MR = 1). A MR indica a rela-
ção entre a distância migrada pela banda em questão, e
a distância migrada pela linha de frente.
Para a representação dos padrões eletroforéticos no
zimograma, procedeu-se do seguinte modo: quando uma
ou mais plantas demonstraram exatamente o mesmo
padrão, foi usada uma única representação, que indica-
va o número de plantas; quando as plantas demonstra-
ram variação, seja de bandas diferentes, ou de presen-
ça/ausência de bandas, foi usado o mesmo padrão res-
pectivo de cada planta (Brammer, 1993).
Resultados e Discussão
Nove padrões de bandas foram determinados para
as esterases (EST), tanto para plantas assintomáticas
do mosaico, como para aquelas sintomáticas, dentro de
todos os genótipos utilizados (Figura 1). De modo geral,
ocorreram diferenças qualitativas (presença e ausência
de banda), e quantitativas (intensidade da banda) intra e
interpopulacional das isoesterases, quando comparadas
as duas condições.
Na cultivar BRS Guabiju houve poucas diferenças
entre plantas assintomáticas e sintomáticas da virose,
exceto para uma planta que, no caso da primeira condi-
ção, possui unicamente a MR 0,60, e para a MR 0,56 as
bandas foram mais intensas do que quando comparada
com a segunda condição. Nas plantas com vírus, as
MRs 0,53 e 0,50 apresentaram atividade maior em rela-
ção às plantas assintomáticas.
A cultivar BR 23 apresentou maiores diferenças qua-
litativas e quantitativas na condição assintomática. Ou-
tro aspecto observado foi o de diferenças internas entre
as plantas: nas assintomáticas houve a presença da
MR 0,30, não observada nas sintomáticas. Os resultados
observados nessa cultivar indicaram diminuição da ati-
vidade da isoenzima nas plantas sintomáticas, principal-
mente nas MRs 0,27 e 0,25. O contrário foi observado
com o padrão eletroforético da cultivar BRS 179, em
que houve uma tendência de maior intensidade
isoenzimática nas plantas sintomáticas (MR 0,51; 0,53
e 0,56), tendo revelado um aumento na atividade da
isoenzima.
Para a cultivar BRS 194 com vírus, não ocorreu ati-
vação enzimática nas MRs 0,21; 0,25; 0,27 e 0,30, quando
comparadas com as plantas assintomáticas, o que de-
monstra o efeito do vírus sobre a planta e indica o uso
das esterases como ferramenta para monitoramento e
seleção assistida.
Para a linhagem PF 980524, o número de bandas nas
plantas assintomáticas foi de três a oito, enquanto que
nas plantas sintomáticas as bandas variaram de 2 a 5, o
que indica a diminuição do número de bandas nessa li-
nhagem, principalmente quando atacada pelo vírus.
Outro fato está na ocorrência da presença de banda
com MRs 0,51 e 0,60 somente nas plantas
assintomáticas. As demais MRs nas plantas
assintomáticas, de modo geral, foram mais intensas do
que as sintomáticas.
Pascholati et al. (1993) relataram que um dos siste-
mas comumente utilizados é o da esterase, que é
polimórfica e de fácil detecção, além de estar relacio-
nada com a patogenicidade. Em revisão sobre o trigo,
Hart (1983) relatou que isoesterases foram intensiva-
mente investigadas e vários trabalhos realizados por di-
versas instituições, o que permitiu pesquisar a localiza-
ção cromossômica dessa isoforma em vários tecidos e
em vários estádios de desenvolvimento.
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Comparando-se os resultados obtidos no presente tra-
balho, verificou-se que resultados diferentes foram en-
contrados por Wagih (1991), que estudou a atividade de
esterase em feijão (Phaseolus vulgaris L.), após a in-
fecção com Peanut mottle virus – PMV. Esse autor
observou cinco isoesterases de MRs 0,08; 0,19; 0,25;
0,30 e 0,33, que foram determinadas em folhas sadias
não infectadas com PMV. Foi verificado que nem a
abrasão nem a infecção viral com PMV resultaram em
modificações qualitativas e quantitativas em padrões de
isoesterases.
Em outro trabalho, o estudo e caracterização
isoenzimática de isolados de Pyrenophora
chaetomioides, principal agente causal da mancha
foliar da aveia (Avena sativa L.), revelaram a asso-
ciação de uma elevada atividade enzimática de
Figura 1. Zimograma de esterases de folhas de quatro cultivares e uma linhagem de trigo assintomáticas (A) e sintomáticas (B)
ao SBWMV, mostrando atividade forte (    ), média (    ), fraca (    ) e fraquíssima (---); pl: número de plantas.
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esterase com os isolados mais virulentos (Bocchese
et al., 2003).
Silva et al. (2000) observaram uma diminuição no
número e intensidade de bandas de esterases em se-
mentes de milho, infectadas com Aspergillus flavus e
Penicillium spp., assim como em sementes tratadas com
fungicidas.
Para o sistema peroxidase (PO) observou-se dife-
renças intra e interpopulacional. Foram detectados três
padrões de bandas para ambas as condições
(assintomáticas e sintomáticas), cujas MRs variaram de
0,07 a 0,12 (Figura 2). Também foram observadas dife-
renças qualitativas e quantitativas nas plantas
assintomáticas e sintomáticas. Nos genótipos suscetí-
veis ao SBWMV (BR 23 e PF 980524), as bandas
eletroforéticas apresentaram-se com menor intensida-
de nas plantas assintomáticas.
Nas cultivares BRS 194, resistente, e BRS Guabiju,
moderadamente resistente ao SBWMV, não foram de-
tectadas diferenças de intensidade nas bandas entre plan-
tas assintomáticas e sintomáticas, porém, para o BRS 194
observou-se a presença em quatro amostras de MR 0,07,
não detectada na condição sintomática.
Resultados semelhantes aos obtidos no presente traba-
lho foram encontrados por Ye et al. (1990), ao inocular
o Tobacco mosaic virus (TMV) em folhas de tabaco,
Figura 2. Zimograma de peroxidases de folhas de quatro cultivares e uma linhagem de trigo assintomáticas (A) e sintomáticas
(B) ao SBWMV, mostrando atividade forte (     ), média (    ), fraca (   ) e fraquíssima (---); pl: número de plantas.
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o que provocou um aumento sistêmico na atividade das
isoperoxidases e desencadeou os mecanismos de indução
de resistência ao TMV.
Visedo et al. (1991) também observaram que altera-
ções, em larga escala, têm sido encontradas nos perfis
das isoperoxidases em folhas de Nicotiana clevelandii
com inoculação de Plum pox virus (PPV), especial-
mente em lesões locais resultantes da infecção viral.
Venere (1980) e Mellon (1991) relataram que altera-
ções nos níveis de peroxidases e distribuição de isoformas
são conhecidas por acompanhar grandes processos das
plantas (mecanismos de defesa dos hospedeiros a
patógenos, como lignificação e suberização) e que, em
pequeno número de sistemas de plantas, inclusive fumo,
batata, nabo e cevada, essas isoformas têm sido carac-
terizadas e purificadas.
Em relação às isoenzimas aspartato aminotransferases
(AAT), três padrões de bandas, MRs de 0,62 a 0,76, fo-
ram determinados para as duas condições na maioria dos
genótipos, com exceção de BRS Guabiju e de BR 23, em
que apenas dois padrões de bandas foram identificados
(Figura 3), e que para o segundo, não houve diferenças
Figura 3. Zimograma de aspartato aminotransferases de folhas de quatro cultivares e uma linhagem de trigo assintomáticas (A)
e sintomáticas (B) ao SBWMV, mostrando atividade forte (    ), média (     ), fraca (    ) e fraquíssima (---); pl: número de plantas.
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qualitativas entre as plantas assintomáticas e sintomáti-
cas. Do mesmo modo, BRS 179 e PF 980524 também
não apresentaram diferenças marcantes entre as plan-
tas assintomáticas e sintomáticas. Na cultivar BRS 194
foi detectada a presença de bandas com maior intensi-
dade, principalmente para as MRs 0,64 e 0,62 nas amos-
tras assintomáticas da virose.
Considerando a ativação ou não de isoenzimas fren-
te a patógenos, Silva et al. (2000) estudaram a interfe-
rência de fungos Aspergillus flavus, Fusarium
moniliforme e Penicillium spp. sobre padrões
eletroforéticos dessa isoforma, em sementes de milho.
Esses autores concluíram que a infecção de sementes
com os fungos promoveu diferenças nas expressões das
aspartato aminotransferases, e que houve diminuição
da intensidade do número de bandas, em virtude da pre-
sença desses patógenos.
Conclusões
1. As atividades e expressões isoenzimáticas das
esterases, peroxidases e aspartato aminotransferases
proporcionam estudos intra e interespecíficos das
interações patógeno-hospedeiro.
2. Destacam-se diferentes padrões eletroforéticos e
atividades isoenzimáticas das esterases, peroxidases e
aspartato aminotrasferases para plantas de trigo sinto-
máticas, quando comparadas às plantas assintomáticas
da virose causada pelo SBWMV.
3. A esterase, entre as isoenzimas analisadas, e por
apresentar maior polimorfismo, permite identificar com
maior precisão o estado metabólico e diferenciado das
células, em relação à infecção com o SBWMV.
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